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RESUMEN 
El gen del tumor de Wilm’s (WT1) codifica para un factor de transcripción que modula 
la expresión de varios genes involucrados en proliferación y apoptosis. WT1 se 
sobreexpresa en numerosos tumores tanto hematológicos como sólidos, incluyendo 
melanoma. El objetivo de este trabajo fue investigar si el silenciamiento de WT1 con el 
ARN de interferencia denominado WT1-1 era capaz de sinergizar in vivo con el efecto 
antitumoral de los agentes quimioterapéuticos doxorrubicina y cisplatino, así como 
evaluar la inocuidad de la terapia. Se inocularon vía subcutánea 5x105 células B16F10 
en ratones hembra C57BL6. Se formaron 7 grupos experimentales con 5 ratones cada 
uno; el día 3 post inoculación y cada tercer día se administraron las diferentes dosis de 
tratamiento por vía intraperitoneal. Grupos: 1) Control negativo (C-), 2) 50µg pEGFP-
N2, 3)50µg WT1-1, 4) Doxorrubicina 5mg/kg, 5) Cisplatino 5mg/kg, 6) 50µg WT1-1+ 
Doxorrubicina 5mg/kg, y 7) 50µg WT1-1+ Cisplatino 5mg/kg. El peso promedio de los 
grupos de ratones no mostró cambios significativos durante el estudio, excepto para los 
grupos tratados con Doxorrubicina y WT1-1+Doxorrubicina, en los cuales hubo una 
reducción drástica de 27g de peso inicial a 20g y 17g, respectivamente.  A los 9 días post 
inoculación de las células se hizo evidente el tumor en los grupos C- y pEGFP-N2; el día 
15 en los grupos WT1-1, Cisplatino y WT1-1+Cisplatino; el día 24 en Doxorrubicina, 
mientras los tumores de WT1-1+Doxorrubicina no fueron evidentes hasta la necropsia.  
Se observó una disminución significativa (p=0.05) en peso y volumen de la masa 
tumoral en ratones tratados con WT1-1, Doxorrubicina y Cisplatino, en comparación 
con los grupos C- y pEGFP-N2. Finalmente se encontró un efecto aditivo del 
tratamiento con la combinación WT1-1+Cisplatino. Los resultados obtenidos muestran 
que el plásmido WT1-1 tiene efecto contra el tumor y sugiere su uso en combinación 
con agentes quimioterapéuticos convencionales en terapia contra melanoma.  
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ABSTRACT 
The Wilm's tumor gene (WT1) encodes a transcription factor that modulates expression 
of several genes involved in proliferation and apoptosis. WT1 is overexpressed in many 
tumors both hematological and solid, including melanoma.  The aim of this study was to 
investigate whether WT1 silencing with RNA interference called WT1-1 was able to 
synergize with antitumor effect of chemotherapeutic agents doxorubicin and cisplatin in 
vivo and evaluate the safety of the therapy. 5x105 B16F10 cells were subcutaneously 
inoculated in C57BL6 mice. Seven experimental groups were formed with 5 mice each; 
on day 3 after inoculation and every third day were administered different doses of 
intraperitoneal treatments. Groups: 1) Negative control (C-), 2) 50µg pEGFP-N2, 3) 
50µg WT1-1, 4) Doxorubicin 5mg/kg, 5) 5mg/kg cisplatin, 6) 50µg WT1-1 + 
Doxorubicin 5mg/kg, and 7) 50µg WT1-1 + cisplatin 5mg/kg. The average weight of the 
groups of mice showed no significant changes during the study, except for the groups 
treated with doxorubicin alone and WT1-1 + Doxorubicin, in which there was a 
dramatic reduction weight, from initial 27g to 20g and 17g, respectively. At 9 days post 
inoculation of the cells, the tumor was evident in the groups C-and pEGFP-N2; on day 
15 in groups WT1-1, Cisplatin and WT1-1 + Cisplatin, doxorubicin on day 24, while in 
WT1-1 + doxorubicin Group, tumor was not evident until autopsy. A significant 
reduction (p = 0.05) in weight and volume of tumor mass was observed in mice treated 
with WT1-1, doxorubicin and cisplatin, compared with groups C-and pEGFP-N2. 
Finally was observed an additive effect of combination treatment with WT1-1 + 
cisplatin. These results show that WT1-1 plasmid is effective against the tumor and 
suggests its use in combination with conventional chemotherapeutic agents in therapy 
against melanoma. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El melanoma maligno constituye el cáncer de piel más agresivo y potencialmente letal, 
lo cual se asocia a su elevada capacidad metastásica. Esta neoplasia afecta 
predominantemente a adultos en edad productiva y se estima que su incidencia se 
duplica cada 10 a 20 años, afectando principalmente a poblaciones de piel clara (Leitner, 
2006). 
 
Aún con los avances para el tratamiento contra el cáncer que se han dado en las últimas 
décadas, el pronóstico para los pacientes con melanoma no ha cambiado, teniendo un 
rango de sobrevivencia a 5 años menor al 10%. Para estos pacientes las terapias que se 
utilizan son la cirugía y radioterapia. La mayoría de los pacientes con melanoma 
avanzado reciben una terapia sistémica. La quimioterapia con un solo agente consistente 
en administrar dacarbazina, sin embargo, la respuesta es generalmente baja y muy pocos 
pacientes logran una remisión completa. También se ha utilizado inmunoterapia 
administrando dosis altas de IL-2 o interferon-α,  pero sin mejoras en los resultados 
(Trinh, 2008). Por lo tanto, se hace urgente la necesidad de buscar nuevas alternativas de 
terapia que permitan aumentar los índices de sobrevivencia de los pacientes con 
melanoma. 
 
Una de las alternativas más prometedoras y de actualidad en la lucha contra el cáncer es 
la terapia génica mediante el silenciamiento de genes involucrados en el proceso 
neoplásico tales como los relacionados con proliferación celular, apoptosis, angiogénesis 
y metástasis.  Una de las herramientas más utilizadas para este propósito es el RNA de 
inteferencia (RNAi), que constituye una forma de silenciamiento post trancripcional 
potente y específica. 
 
El silenciamiento de genes se ha utilizado no solo con fines terapéuticos, sino tambien 
para sensibilizar células tumorales a la quimioterapia convencional. Por ejemplo, se ha 
visto que la baja de Bcl-2 utilizando un antisentido incrementa la efectividad de las 
drogas anticancerígenas en pacientes con mieloma, leucemia y cáncer de pulmón, sin 
embargo, no se mostró un efecto benefico de sobrevivencia para el melanoma maligno 
(Kim et al., 2004). También se han utilizado liposomas con antisentidos bcl-2/bcl-xL 
logrando sensibilizar a las células de carcinoma a la muerte provocada por doxorrubicina 
(Hussain et al., 2006). En melanoma, utilizando antisentidos contra bcl-2 y c-myc en 
combinación con cisplatino se ha logrado incrementar la apoptosis y suprimir la 
angiogénesis in vivo (Zupi et al., 2005). 
 
WT1 es un gen que codifica para un factor de transcripción que regula genes 
involucrados en la diferenciación sexual, proliferación celular y apoptosis (Roberts, 
2005). Este gen se encuentra sobreexpresado en neoplasias hematológicas como las 
leucemias y tumores sólidos como cáncer de mama, de próstata, de colon,  de ovario, de 
pulmón, mesotelioma y melanoma (Koesters et al., 2004; Loeb et al., 2001; Perry et al., 
2006). 
 
La  expresión de WT1 y la multi drogo-resistencia han sido asociadas en algunas 
neoplasias hematológicas, sugiriendo que WT1 puede ser considerado como un 
marcador de quimiorresistencia (Han et al., 2008). Estudios recientes indican que WT1 
es un marcador de malignidad para lesiones melanocíticas, ya que se expresa en 
melanomas metastásicos e invasivos, pero no así en piel normal ni en nevos 
melanocíticos benignos (Perry et al., 2006), además estudios previos en nuestro 
laboratorio han demostrado que WT1 juega un papel esencial en la proliferación celular 
en melanoma (Zamora et al., 2007). 
 
En este trabajo se pretende demostrar in vivo en un modelo murino de melanoma que el 
silenciamiento de wt1 es una estrategia terapéutica eficaz para disminuir masa tumoral y 
que además esta estrategia puede combinarse con las drogas quimioterapéuticas 
cisplatino o doxorrubicina, para lograr un posible efecto de adición y/o sinergismo al 
efecto antiproliferativo inducido por las drogas. 
 
 
 
JUSTIFICACIÓN 
El melanoma maligno es responsable del 80% de muertes por cáncer de piel y su 
incidencia ha mostrado un incremento mayor que cualquier otra neoplasia en los últimos 
años. 
Los tratamientos convencionales como la quimioterapia e inmunoterapia y 
combinaciones entre éstas no han logrado reducir los índices de mortalidad ni aumentar 
la sobrevivencia, además de que las elevadas dosis de fármacos empleados para 
controlar el progreso de la enfermedad, conllevan una elevada toxicidad para los 
pacientes. 
Aunado a lo anterior, el melanoma presenta con mucha frecuencia resistencia a radio y 
quimioterapia, esto nos indica la apremiante necesidad de buscar nuevas estrategias de 
terapias altamente específicas, no tóxicas y de alta eficiencia para los pacientes con 
melanoma. 
La expresión de genes durante las diferentes etapas del proceso neoplásico nos permite 
buscar biomarcadores que sirvan como blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas 
estrategias de terapia génica. 
El gen del tumor de Wilm’s (wt1) se ha reconocido como esencial para la proliferación 
celular del melanoma, lo que le convierte en un atractivo blanco terapéutico, cuyo 
silenciamiento y/o combinación con los tratamientos convencionales de quimioterapia, 
podría representar una buena estrategia para suprimir el crecimiento tumoral y aumentar 
la sobrevivencia en pacientes con melanoma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2. HIPÓTESIS 
 
El silenciamiento del gen wt1 es capaz de inducir disminución de masa tumoral y 
potenciar el efecto antiproliferativo de agentes quimioterapéuticos en un modelo murino 
de melanoma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo General 
Evaluar el efecto del RNAi dirigido contra WT1 y su combinación con cisplatino y 
doxorrubicina en un modelo murino de melanoma. 
 
 
3.2. Objetivos Particulares 
1. Establecer la patología del melanoma con la línea B16F10 en ratones C57BL6.  
2. Evaluar …………….el peso de todos los grupos de ratones durante el experimento. 
3. Determinar índice y masa tumoral en ratones tratados con el RNAi  contra WT1.  
4. Determinar índice y masa tumoral en ratones tratados con cisplatino y doxorrubicina. 
5. Determinar  índice   y  masa  tumoral   en  ratones  tratados  con   las   combinaciones                               
    WT1-1+Cis y WT1-1+Doxo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. ANTECEDENTES 
 
4.1. Cáncer de piel 
 
El cáncer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento 
descontrolado y diseminación de células anormales en el cuerpo y representa un 
problema de salud pública alarmante que ha ido en aumento, con incidencias que 
alcanzan anualmente 10  millones de casos en el mundo, con una mortalidad mayor a 6 
millones de casos cada año (Stewart and Kleihues, 2003). 
 
El cáncer de piel incluye un conjunto de neoplasias con muy diversas características, 
tanto por su origen como por sus factores de riesgo y pronóstico, distinguiéndose dos 
grupos principales: el grupo Melanoma maligno y el grupo de cáncer cutáneo No 
melanoma, que abarca esencialmente los carcinomas Espinocelulares y Basocelulares 
(Martinez and Otley, 2001).  
 
En nuestro país, el cáncer de piel se encuentra  en el segundo lugar de frecuencia, de 
acuerdo con un informe emitido en 2001 por el Registro Histopatológico de Neoplasias 
Malignas. Para las mujeres representa el segundo sitio de frecuencia y para los varones 
el primero (Secretaría de Salud, 2001). 
 
4.2. Melanoma 
 
En los últimos años ha aumentado enormemente el interés por el melanoma maligno, el 
cáncer de piel más agresivo y potencialmente letal. 
 
El melanoma es un tumor que deriva de la proliferación de melanocitos atípicos, con 
capacidad o no para producir pigmento. Afecta principalmente la piel (90%), pero 
también puede localizarse en uvea e iris (9%) y con menor frecuencia en mucosas y 
meninges, siendo su principal característica una elevada capacidad de metástasis, la cual 
puede ocurrir por la vía linfática a tejidos vecinos o por la vía hemática  a vísceras, 
principalmente a pulmón e hígado (Austoker, 1994; Denninghoff et al., 2006). 
4.3. Epidemiología 
 
El melanoma afecta predominantemente a adultos en edad productiva, no obstante su 
aparición en infantes se relaciona con un nevo melanocítico congénito gigante, el 
síndrome de nevos displásicos o la enfermedad genética xeroderma pigmentoso. En el 
sexo masculino, la enfermedad se presenta muy frecuentemente en tronco, mientras en el 
sexo femenino suele manifestarse en extremidades inferiores (Goldstein and Goldstein, 
2001). 
 
El número de casos de melanoma se ha incrementado más rápido que cualquier otro 
cáncer. El crecimiento anual en la incidencia muestra variabilidad según las distintas 
poblaciones, pero en general fluctúa entre 3 a 7 % por año para personas caucásicas. En 
el año 2000, la incidencia de melanoma en el mundo fue de 2.4 por 100,000 para 
hombres y 2.21 por 100,000 para mujeres,  produciéndose en los países desarrollados 
alrededor de 100,000 nuevos casos, lo que representa un 7-8% de todos los cánceres, 
mientras la mortalidad en el mismo año fue de aproximadamente 0.75 por 100,000 en 
varones y de 0.56 por 100,000 en féminas (Desmond and Soong, 2003; Walsh et al., 
2000). 
 
En los últimos 30 años, se ha registrado en varias partes del mundo un aumento de esta 
neoplasia de hasta 400% (Jemal et al., 2004). En Latinoamérica no existen estadísticas 
fidedignas sobre la incidencia de melanoma, pero estimaciones de la Internacional 
Agency for Research on Cancer, arrojan cifras que ubican a México en una incidencia de 
2 por 100,000 habitantes (International Agency for Research on Cancer, 2002) y, la 
Clínica de Melanoma del Instituto Nacional de Cancerología aporta evidencia de un 
desarrollo de casi 500% en años recientes (Martínez et al., 2004). 
 
En contraste con otras neoplasias de detección temprana, incluyendo cáncer de mama, 
próstata, colo-rectal y cáncer cervical, el rango de mortalidad por melanoma en los 
Estados Unidos mostró un incremento del 29 % de 1975 al 2000 (Ries et al., 2003).  
 
La American Cancer Society estima que tan solo este año habrá en los Estados Unidos 
más de un millón de nuevos casos de cáncer no melanoma, contra 62, 480 nuevos casos 
de melanoma  y calcula que se registrarán un promedio de 2,780 defunciones al año por 
cáncer de piel no epitelial y 8,420 muertes por melanoma (American Cancer Society, 
2008).  
 
4.4. Factores de riesgo 
 
Debido a que la etiología del melanoma es muy compleja, se siguen investigando 
factores que podrían estar asociados con su aparición y desarrollo, entre los que se 
encuentran factores ambientales, así como otros dependientes del huésped, 
principalmente de tipo genético. 
 
Hasta hoy, la literatura (Schaffer et al., 2004; Greene, 1999; Kraehn et al., 1994; 
MacKie, 1998) destaca los siguientes como factores de riesgo asociados a melanoma: 
 
- Piel clara. Los caucásicos presentan incremento de hasta 10 veces en incidencia 
de melanoma comparado con personas de raza negra, y de 7 veces en contraste 
con poblaciones indígenas y criollas de Latinoamérica. El cabello rojizo, las 
efélides y otros indicadores de daño solar, aumentan el riesgo 3 veces. 
 
- Presencia de más de 50 nevos melanocíticos y/o nevos displásicos. 
 
- Antecedente familiar o personal de melanoma. Entre 6-12% de los melanomas se 
desarrollan en este contexto. 
 
- Exposición intermitente e intensa a las radiaciones ultravioletas, particularmente 
en edades tempranas. 
 
- Otros factores geográficos, como la latitud geográfica, altitud sobre el nivel del 
mar o época de año, pues influyen en la intensidad de los rayos solares. 
 - Síndromes hereditarios raros como el albinismo, xeroderma pigmentoso, 
síndrome de Li-Fraumeni. 
 
- El status socioeconómico y el nivel de educación (Rodríguez, 2001). 
 
El 50% de los melanomas se originan de novo, no obstante se consideran lesiones 
precursoras: nevos melanocíticos congénitos gigantes, nevos displásicos y nevos 
melanocíticos adquiridos (Tannous et al., 2005). 
 
Análisis genéticos en familias con síndrome de nevos displásicos han llevado a la 
identificación de genes relacionados con la aparición del melanoma. Diferentes autores 
coinciden en que alrededor del 20-40% de las familias con antecedentes de múltiples 
casos de melanoma, presentan alteraciones en el gen del inhibidor de la cinasa 
dependiente de la ciclina 2A (CDKN2A). Dichas mutaciones permiten que las células 
superen el punto de revisión en G1/S, dando como resultado proliferación y crecimiento 
descontrolado de las mismas (Piepkorn, 2000; Puig et al., 2005). 
 
Se han descrito mutaciones en el gen INK4A en 8% de pacientes con melanomas 
primarios múltiples. Algunas familias presentan  mutaciones en la proteína cinasa 4 
(CDK4), que es el compañero de unión de p16 (Heymann, 2004).  
 
4.5. Diagnóstico 
 
El diagnóstico de melanoma se da en primer lugar por sospecha clínica, seguido por la 
dermatoscopía y otros métodos diagnósticos no invasivos, pero solo se puede confirmar 
por medio de la Histopatología. Por lo anterior, conviene dividir el diagnóstico en dos 
apartados: Diagnóstico Clínico y Diagnóstico Histológico. 
 
 
 
4.5.1.Diagnóstico Clínico 
 
Un aspecto fundamental es el diagnóstico preciso y precoz de melanoma; éste puede 
comenzar con una detallada exploración física que permita determinar el número total de 
nevos, detectando aquellos con características clínicas sugestivas de malignidad.  
 
Clásicamente, se emplea la regla del ABCD, la cual describe la mayor parte de las 
características clínicas de los melanomas, incluyendo lesiones pigmentadas con 
Asimetría, Bordes irregulares, cambios de Color y Diámetro mayor a 6 mm; no obstante, 
esta regla no resulta fiable en el diagnóstico de melanoma en etapas iniciales, pues las 
lesiones pueden medir menos de 6 mm, ser simétricas y de bordes regulares. 
Adicionalmente, el prurito, la ulceración y el sangrado en una lesión pigmentada son 
signos de alerta. Algunos autores incluyen la letra E, de Evolución o Elevación. Se sabe 
que la acertividad diagnóstica del melanoma con el examen clínico es de 
aproximadamente 60% (Grin et al., 1990). 
 
El diagnóstico diferencial se debe plantear principalmente con nevos melanocíticos 
atípicos, y con otras lesiones como son: nevos traumatizados o irritados, léntigo actínico, 
nevo azul, queratosis seborréica, carcinoma basocelular pigmentado, angioqueratoma, 
hematoma, lago venoso, hemangioma, dermatofibroma y queratosis actínica 
pigmentada. 
 
La dermatoscopía ha aumentado la capacidad de diagnosticar correctamente lesiones 
pigmentadas en un 10 a un 20% y es útil, particularmente en la diferenciación del 
melanoma de las lesiones pigmentadas no melanocíticas, con una sensibilidad que va 
desde un 60 hasta un 95% dependiendo  del grado de experiencia del observador, de la 
dificultad diagnóstica de la lesión y de los criterios dermatoscópicos utilizados, etc. 
(Grin et al., 1990). 
 
 
 
4.5.2. Diagnóstico Histológico 
 
Puesto que el melanoma es curable cuando se diagnostica precozmente, es importante 
realizar una biopsia de las lesiones pigmentadas con características clínicas sospechosas, 
para su estudio histopatológico. 
 
Se reconocen dos tipos de biopsias: escisional e incisional (Swanson et al., 2002). 
 
La biopsia escisional  con un margen de 1 a 2 mm es la más recomendada, puesto que 
extirpa la lesión totalmente y permite su análisis completo. No obstante, antes de realizar 
la biopsia deben examinarse los ganglios regionales, pues en caso de tratarse de un 
melanoma, la inflamación reactiva de los ganglios puede resultar en falsos positivos. La 
biopsia debe orientarse en sentido de drenaje linfático y, en lo posible, siguiendo las 
líneas de tensión de la piel. 
 
La biopsia incisional se puede realizar en lesiones grandes sospechosas, tomándose la 
muestra de la zona más pigmentada o de la zona más elevada. Se ha comprobado que 
este procedimiento no aumenta el riesgo de extensión local o recurrencia de melanoma, 
no obstante puede caerse en errores diagnósticos en caso de que la muestra no sea 
tomada del sitio adecuado. 
 
La exploración y evaluación del estado de los ganglios linfáticos en el estudio patológico 
es el factor pronóstico más importante en los pacientes con melanoma (Brady, 2004); el 
ultrasonido de los ganglios puede aumentar la sensibilidad (de 85.4% hasta 99.1%) en el 
diagnóstico de metástasis ganglionares (Saiag et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
4.6. Estadificación y pronóstico 
 
Se utiliza con mucha frecuencia el sistema TNM, oficializado en 2002 por el American 
Joint Committee on Cancer -AJCC- para describir la extensión anatómica de distintas 
neoplasias. La letra T se refiere al espesor del tumor, la N  al número de ganglios 
regionales cercanos que se hallan afectados y la M a presencia de metástasis a distancia. 
 
Para melanoma, el sistema TNM agrupa en general los estadíos mostrados en la Tabla 1 
(Balch et al., 2001): 
 
ESTADÍO DESCRIPCIÓN 
O Melanoma in situ,  sin metástasis a nodos linfáticos, sin metástasis a 
distancia 
IA Tumor de 1 mm o menos de espesor, nivel II o III de Clark sin 
ulceración, sin metástasis a nodos linfáticos, sin metástasis a distancia 
IB Tumor de 1 mm o menos de espesor, nivel IV o V de Clark o con 
ulceración o lesión de más de 1 mm pero menos de 2 mm de grosor sin 
ulceración, en ambos casos sin metástasis a nodos linfáticos y sin 
metástasis a distancia 
IIA Tumor de más de 1 mm pero menos de 2 mm de grosor con ulceración 
o melanoma de más de 2 mm pero menos de 4 mm de grosor sin 
ulceración, en ambos casos sin metástasis a nodos linfáticos y sin 
metástasis a distancia  
IIB Tumor de más de 2 mm pero menos de 4 mm de grosor con ulceración 
o lesión de más de 4 mm de espesor sin ulceración, en ambos casos sin 
metástasis a nodos linfáticos y no hay metástasis a distancia 
IIC Tumor de más de 4 mm de espesor con ulceración, sin metástasis a 
nodos linfáticos ni metástasis a distancia 
III Para todos los casos cualquier espesor de tumor. a) Metástasis a un 
solo nodo linfático; b) Metástasis a dos o tres nodos regionales o 
metástasis regional intralinfática sin metástasis nodal; c) Metástasis a 
más de cuatro nodos regionales, o nódulos linfáticos enmarañados, o 
metástasis en tránsito o satélite con nodos regionales metastáticos. Para 
ningún inciso se presenta metástasis a distancia 
IV Cualquier grosor de tumor, cualquier número de ganglios regionales 
metastásicos, con metástasis distante. 
 
Tabla 1. Sistema de clasificación TNM para melanoma maligno. 
 
A continuación se muestran los rangos de supervivencia de pacientes a cinco años, 
según estadío y presencia o no de ulceraciones (Tabla 2): 
 
 Tumor no ulcerado Tumor ulcerado 
IA 95% - 
IB 89% 91% 
IIA 79% 77% 
IIB 67% 63% 
IIC - 45% 
IIIA 67% - 
IIIB 54% 52% 
IIIC 28% 24% 
 
Tabla 2. Rangos de supervivencia a 5 años para pacientes con melanoma. 
 
En cuanto al estadío IV, debido a que se presenta metástasis a distancia, se han formado 
tres categorías, de acuerdo al sitio de afectación, las cuales son: M1a (piel, tejido 
subcutáneo y nodos linfáticos), M1b (pulmón) y M1c (otras vísceras); los rangos de 
supervivencia a un año se han estimado en 59% para M1a, 57% para M1b y 41% para 
M1c (Balch et al., 2001). 
 
4.7. Tratamiento 
 
La escisión quirúrgica en etapas tempranas es, sin duda, la terapia más efectiva en el 
manejo de melanoma maligno (Zitelli et al., 1997). 
 
Desafortunadamente muchos de los casos son diagnosticados en etapas avanzadas, lo 
cual ha llevado a la búsqueda y desarrollo de diversas modalidades de tratamiento, pero 
a pesar de numerosos esfuerzos ensayando combinaciones con terapias existentes, no se 
ha logrado incrementar la sobrevida de los pacientes en forma significativa. 
 
Las opciones de tratamiento y los intervalos de respuesta para pacientes con melanoma  
varían, según la profundidad de la lesión primaria y el estadío en que se halle el tumor. 
 
En general, las estrategias terapéuticas contra esta neoplasia incluyen, además de la 
cirugía: radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y combinaciones entre éstas.  
 
Desde hace varias décadas se reconoció la relativa resistencia del melanoma a la 
radioterapia; no obstante, en la actualidad se indica su uso en pacientes con elevado 
riesgo de recurrencia, como terapia adyuvante enfocada al sitio de tumor primario. Las 
indicaciones son: melanoma de cabeza y cuello, melanoma primario profundo o 
ulcerado, recurrencia local y metástasis cutáneas, subcutáneas y ganglionares (Ballo and 
Ang, 2003). 
 
Respecto a la quimioterapia, ha resultado ineficaz para el tratamiento de melanoma 
metastásico, siendo la dacarbazina (DTIC) la única droga aprobada por la Food and 
Drug Administration (FDA) para combatir estadíos avanzados del tumor, con rangos de 
respuesta de 10-20%, pero sin mejoras en la supervivencia a 5 años (Legha, 1989; 
Anderson et al., 1995). 
 
Los escasos resultados obtenidos con quimioterapia con único agente, incluyendo 
además de dacarbazina compuestos de platino, vinca alcaloides, nitrosureas, taxanos, 
etc., llevaron al desarrollo de la poliquimioterapia, ensayando combinaciones como el  
BOLD (bleomicina, vincristina, CCNU, DTIC), CVD (cisplatino, vinblastina y DTIC) y 
el esquema Darmouth o CBDT (cisplatino, BCNU, DTIC y tamoxifeno), obteniendo 
rangos de respuesta de 30-50%, con efectos de corta duración, elevada toxicidad y sin 
aumento en la supervivencia de los pacientes (O'Day et al., 2002). 
 
Varios estudios in vitro han reportado la presencia de receptores estrogénicos en células 
de melanoma derivadas de tumores metastásicos (Fisher et al., 1976; Walker et al., 
1987), por lo que se ha probado el tratamiento con tamoxifeno. No obstante, largos 
estudios randomizados no han podido demostrar un papel positivo de la terapia 
antiestrogénica en el manejo de melanoma metastásico (Lens et al., 2003). 
 
Importantes instituciones  como la Organización Europea para la Investigación y 
Tratamiento del Cáncer (Keilholz et al., 1997) y el Centro de Cáncer M. D. Anderson 
(Legha et al., 1996) han desarrollado grandes estudios de fase III, combinando diversos 
regímenes de quimioterapia con IL-2 e INF-2b, para tratar pacientes con melanoma en 
estadío IV; el primero no reportó mejoras significativas en la sobrevivencia de los 
pacientes, en tanto el segundo obtuvo un incremento en el número de respuestas 
durables y un aparente aumento en la supervivencia media de los pacientes, aunque la 
toxicidad del régimen fue severa. 
 
Los resultados obtenidos hasta hoy  en el tratamiento de melanomas en estadíos 
avanzados no han sido muy alentadores,  por lo que los esfuerzos más recientes en la 
búsqueda de terapias eficaces se han enfocado en el desarrollo de vacunas y estudios 
sobre terapia génica.   
 
4.8. Terapia Génica 
 
La Terapia Génica (TG) es una modalidad emergente y muy prometedora para el 
tratamiento del cáncer. Se define como la transferencia de nuevo material genético 
dentro de una célula para obtener un beneficio terapéutico, esto mediante: a) reemplazo 
o inactivación de genes disfuncionales, b) reemplazo o adición de genes funcionales, o 
c) inserción de un gen dentro de una célula para inducir una respuesta inmune o 
citotóxica (Mulherkar, 2001).  
 
La transferencia de genes a las células blanco, puede ocurrir en dos formas (Lazo, 1996): 
-   Ex vivo: células de un tejido seleccionado son removidas para ser modificadas 
genéticamente y luego reintroducidas en el cuerpo del paciente. 
 - In vivo: el material genético es inyectado directamente al paciente, 
generalmente en el tejido o área a tratar. 
 
En la actualidad, la TG enfocada al tratamiento de melanoma mestastásico se basa en la 
introducción de genes exógenos, ya sea en células tumorales o en células del sistema 
inmune. 
 
4.8.1. Terapia Génica dirigida a células del tumor 
Dentro de esta categoría se pueden englobar: 1) introducción de genes que estimulan la 
sensibilidad a fármacos citotóxicos o genes “suicidas”, 2) inactivación de oncogenes, 3) 
transferencia de genes supresores de tumor, 4) inserción de genes que codifican 
moléculas inmunológicas importantes y 5) bloqueo de angiogénesis. 
 
Inactivación de oncogenes 
 
Los oncogenes provienen de protooncogenes, que son genes que codifican proteínas con 
una función en la célula normal, con un papel en el control del crecimiento celular. No 
obstante, alteraciones moleculares en solo uno de los dos alelos de un protooncogén 
bastan para que éste se convierta en oncogén y promueva el crecimiento descontrolado y 
la conversión de la célula a un estado maligno. 
 
En melanoma, se han considerado blancos de terapia génica los siguientes oncogenes: 
miembros de la familia Ras, c-Myc y Stat3. 
 
Son los oncogenes de la familia Ras los que se han encontrado activados más 
frecuentemente en tumores humanos y animales -entre ellos el melanoma-, por lo que se 
considera a estos genes como un buen blanco para frenar el progreso del cáncer. 
 
En un estudio realizado en 1998, se ensayó la actividad de un compuesto antagonista de 
Ras en dos grupos de ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) 
xenotransplantados con células de melanoma humanas 518A2 y 607B, observando que 
existía una inhibición estadísticamente significativa del crecimiento de los tumores (82 y 
90%, respectivamente), mientras que in vitro ocurría disminución del número de células 
y reversión del fenotipo transformado en ambas líneas celulares (Jansen et al., 1999). 
 
En años recientes, se ha encontrado una fuerte asociación entre la desregulación en la 
expresión del gen c-Myc y la tumorigénesis en melanoma. Leonetti y col. inhibieron la 
proliferación de  tres líneas celulares de melanoma humano in vitro e in vivo usando 
oligodesoxinucleótidos antisentido dirigidos contra c-Myc, logrando inducción de 
apoptosis. En los ratones xenotransplantados se obtuvo una citotoxicidad dependiente de 
dosis y una marcada disminución del crecimiento tumoral, reducción del número de 
metástasis pulmonares y un aumento en la sobrevivencia (Leonetti et al., 1996). 
 
Otro gen cuya activación ocurre con alta frecuencia en melanoma, contribuyendo 
directamente a la oncogénesis y progresión maligna es Stat3. Niu y col. (1999) usaron 
terapia génica para inhibir a Stat3 activado en células de melanoma B16 in vivo. Para 
ello usaron un dominante negativo de Stat-3, obteniendo una regresión significativa de 
los tumores y una apoptosis masiva en los mismos (Niu et al., 1999).   
 
4.8.2. Terapia de silenciamiento génico 
 
La posibilidad de atenuar o bloquear selectivamente la expresión de genes blanco 
específicos involucrados en la progresión tumoral, representa en la actualidad un método 
revolucionario en la lucha contra el melanoma maligno y otros cánceres. Los agentes de 
silenciamiento de genes más ampliamente conocidos son: ribozimas, oligonucleótidos 
antisentido y RNA de interferencia (RNAi) (Bhindi et al., 2007) 
4.9. RNA de interferencia (RNAi) 
 El RNAi es un fenómeno de silenciamiento génico postranscripcional, especifico de 
secuencia y evolutivamente conservado. Fue descrito inicialmente en C. elegans al 
introducir moléculas RNA doble cadena (Fire et al., 1998). El RNAi es una vía 
intracelular de múltiples pasos que puede ser dividido en dos fases: fase de iniciación y 
fase efectora.  
 
En la fase de iniciación moléculas RNA doble cadena de origen endógeno o exógeno 
presentes en la célula son procesadas por una actividad de corte por la proteína DICER 
que es una ribonucleasa tipo 3 (Hamilton and Baulcombe, 1992; Zamore et al., 2000) en 
fragmentos nucleotídicos pequeños de 21 a 23 bp llamados siRNAs. Estos contienen un 
extremo simétrico 2nt en el extremo 3´ y en el 5´ fosfato y un grupo OH en el 3´.  
En la fase efectora estos siRNAs son incorporados en un complejo celular de 
multiproteinas nucleasas llamado RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA) 
(Hammond et al., 2000). 
 
La cadena duplex de siRNA es separada por actividad de una RNA helicasa (Nykanen et 
al., 2001), este complejo se activa por la cadena sencilla del siRNA y guía al complejo 
RISC a su RNAm complementario blanco, este siRNA hibridiza con el RNAm y el 
complejo cataliza el corte endonucleolítico del RNAm en el sitio blanco resultando en 
extremos de RNA no protegidos que rápidamente son degradados (Figura 1). 
 Figura 1. Mecanismo del RNA de interferencia (RNAi). En la fase de iniciación moléculas RNA doble 
cadena son procesadas por DICER en fragmentos nucleotidicos pequeños de 21 a 23 bp llamados siRNAs. 
En la fase efectora estos siRNAs son incorporados en el  RISC, las cadenas se abren y el complejo RISC 
guía al RNAm a su complementario blanco catalizando el corte del RNAm. 
 
 Una alternativa para la entrega de un siRNA es por inyección intravenosa, en donde el 
hígado es el sitio primario de absorción del siRNA, otra alternativa son los liposomas y 
lípidos catiónicos con aplicaciones locales o sistémicas. Se han investigado otras 
estrategias para la deliberación local y sistémica como modificaciones químicas a los 
siRNA, electropulsación, atelocolágeno, virosomas y ciertos polímeros catiónicos 
(Aigner, 2006). 
 
Dentro de los polímeros catiónicos, actualmente se utiliza como alternativa formar 
complejos de los siRNA no modificados con el polímero catiónico Polietilenamina 
(PEI) (Godbey et al., 1999). 
 
 
 
 
 4.10. RNAi en la lucha contra melanoma 
Para melanoma, se han utilizado ya RNAi dirigidos contra distintos genes, involucrados 
en la progresión tumoral y metástasis. Enseguida se resumen algunos trabajos que han 
echado mano de esta valiosa herramienta molecular contra distintos melanomas, 
mostrando el blanco terapéutico, función propuesta por los investigadores y principales 
resultados obtenidos (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Ejemplos de investigaciones in vitro y/o in vivo que han utilizado RNA de interferencia para 
silenciar genes asociados a proliferación, invasividad y metástasis de melanoma 
 
Año de la 
publicación 
Blanco terapéutico Función propuesta Resultados 
 
 
2004 
 
 
BRAF (Sumimoto et 
al., 2004) 
 
Crecimiento e 
invasividad 
Inhibición del crecimiento 
celular por supresión de 
actividad MAPK y 
pérdida de invasividad 
por baja de MPM 
 
2006 
 
CD147 (Chen et al., 
2006) 
Proliferación, 
invasividad y 
metástasis 
Disminución del tamaño 
de tumores y de angio- 
génesis (baja de VEGF) 
 
2006 
 
c-Myc y Stat3 (Hong 
et al., 2006) 
 
Proliferación 
Inhibición de la prolifera- 
ción celular (sinergismo) 
 
2006 
 
Skp2 (Katagiri et al., 
2006) 
 
Proliferación 
Inhibición de la prolifera- 
ción tumoral por pérdida 
de degradación de  p27Kip1 
 
2007 
 
Mitf (Nakai et al., 
2007) 
Supervivencia de 
melanoma 
Disminución de viabilidad 
celular por inducción de 
apoptosis 
 
 
2007 
 
 
PRL-3 (Qian et al., 
2007) 
 
Invasividad y 
metástasis 
Marcada inhibición de la 
proliferación del tumor, 
pérdida de invasividad y 
aumento en la sobrevida 
de ratones 
 
2007 
 
MTA-1 (Qian et al., 
2007) 
 
Metástasis 
Supresión del crecimiento 
tumoral e inhibición de 
metástasis 
 
BRAF= Gen transformante Braf; CD147= Inductor de metaloproteinasas de matriz extracelular; c-myc= 
Proto-oncogén c-myc; Stat3= Transductor de señal y activador de transcripción 3; Skp2= Proteína cinasa 
2 asociada a fase S; Mitf= Factor de transcripción asociado a microftalmia; PRL-3= Fosfatasa de 
regeneración hepática 3; MTA-1= Proteína asociada a metástasis 1; MAPK= Proteína cinasa activada 
por mitógeno; MPM= Metaloproteinasas de matriz; VEGF= Factor de crecimiento del endotelio vascular 
 
4.11. Gen del Tumor de Wilm’s (wt1) 
 
Mutaciones en el gen wt1, localizado en el brazo corto del cromosoma 11p13, fueron 
inicialmente descubiertas en el tumor de Wilm’s (TW), un cáncer renal pediátrico que 
afecta células precursoras embrionarias pluripotentes y tiene una frecuencia cercana a 1 
en 10,000 niños en Estados Unidos (Little and Wells, 1997). 
 
Se sabe que sólo el 15% de los casos de TW esporádicos presentan alteraciones en wt1, 
denotando una función supresora de tumor, sin embargo en la mayoría de los casos de 
TW se expresa la forma silvestre de dicho gen y con baja frecuencia, mutaciones 
heterocigotas provocan síndromes asociados al TW, siendo éstos: WAGR (WT, aniridia, 
anormalidades genitourinarias y retraso mental), Denys-Drash y Frasier (Little and 
Wells, 1997; Rauscher, 1993). 
 
El gen wt1 codifica un factor de transcripción involucrado en proliferación, 
diferenciación celular y apoptosis (Menke et al., 1998). 
 
Un largo listado de genes son blanco de activación/represión transcripcional por parte de 
wt1, destacando los involucrados en el crecimiento y metabolismo celular, como son 
componentes de matriz extracelular (CME), factores de crecimiento y factores de 
transcripción (incluido el mismo wt1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla 4 se muestran ejemplos de genes que pueden ser regulados por wt1, 
indicándose si dicha regulación es positiva o negativa (Yang et al., 2007). 
 
Tabla 4. Genes que son blancos transcripcionales de wt1. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
En el desarrollo embrionario, wt1 se expresa primordialmente en el sistema urogenital; 
en tejidos adultos se expresa en sistema urogenital, sistema nervioso central y tejidos 
hematopoyéticos, incluyendo médula ósea y nodos linfáticos (Yang et al., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BLANCO EFECTO 
F. de transcripción  
    c-Myb Represión 
    c-Myc Activación/ 
represión 
    Ciclina E Represión 
    Ciclina G1, 
    IGFBP-4 
Activación 
    P-21 Activación 
    Pax-2 Represión 
  
CME  
    E-caderina 
    humana 
 
Incremento 
    Trombospondina 1 Represión 
   Sindecano 1 Activación 
  
Otros  
    Wnt-4 Activación 
    Bcl-2 Activación/ 
represión 
    Eritropoyetina Activación 
BLANCO EFECTO 
F. de crecimiento  
    Anfiregulina Activación 
    Factor estimulante   
    de colonias-1 
Represión 
    Factor de crecimien-  
    to de la insulina II 
Activación/ 
represión 
    Factor de crecimien-  
    to der. de plaquetas 
Represión/ 
activación 
    Factor de crecimien-  
    to transformante-β 
Represión 
      
Enzimas  
    Transcriptasa rever- 
    sa de telomerasa  
    humana 
 
Represión 
    Descarboxilasa de  
    ornitina 
Represión 
  
Receptores  
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4.12. Estructura de wt1 
 
 
 
Figura 2.  Estructura del gen wt1. 
 
 
El gen de wt1 está conformado por cerca de 50 kb, contiene 10 exones y produce un 
RNAm de 3.5 kb, el cual puede sufrir dos ‘splicing’ alternativos durante su maduración 
en los exones 5 y 9. En el primero se insertan o no 17 aminoácidos y en el segundo se 
incorporan o eliminan los aminoácidos lisina, treonina y serina (KTS), dando como 
resultado cuatro isoformas designadas como (-,-), (+,-), (-,+) y (+,+), representando la 
presencia o ausencia de los insertos 17aa y KTS, respectivamente (Haber et al., 1991).  
 
El RNAm tiene tres sitios de inicio de la traducción, lo que resulta en tres isoformas con 
distinto peso molecular: 36-38, 52-54 y 62-64 kilodaltones (Scharnhorst et al., 1999).  
La isoforma mediana representa la forma típica de WT1 y posee un extremo carboxilo 
terminal con cuatro dedos de zinc tipo Krüpel (codificados en  los exones 7-10), que son 
los sitios de unión a secuencias de DNA ricas en G-C y algunas proteínas, así como un 
extremo amino terminal que presenta un sitio de transactivación rico en prolina y 
glutamina, un dominio de dimerización y otro de represión (Lee and Heaver, 2001). 
 
Motivos adicionales en la proteína WT1 son esenciales para auto-asociación, 
localización nuclear y reconocimiento de RNA (Scholz and Kirschner, 2005). 
 
La combinación de ‘splicing’ alternativos, edición de RNA y sitios de inicio de 
traducción, hacen que se generen al menos 24 diferentes variantes de WT1 en mamíferos 
(Wagner et al., 2003).  
 
4.13. WT1 en cáncer 
 
El gen wt1 es ampliamente aceptado como supresor de tumor en aproximadamente 15% 
de los tumores de Wilm’s. No obstante en los últimos años se han reportado datos de la 
expresión de WT1 wild-type en tumores adultos de diferente origen, por lo que se ha 
propuesto su rol como oncogén en esas neoplasias. 
 
Por ejemplo, ha sido descrita la sobreexpresión de wt1 en malignancias hematológicas, 
incluyendo leucemia linfoblástica aguda, leucemia mieloide aguda y crónica, así como 
en síndromes mielodisplásicos, asociándose a un pobre pronóstico (Rosenfeld et al., 
2003). 
 
También se ha reportado la expresión de wt1 en múltiples tumores sólidos. En un 
estudio, se determinó la expresión de wt1 por RT-PCR en 34 líneas celulares de tumores 
sólidos, incluyendo provenientes de cáncer gástrico, de colon, pulmón, mama, de células 
germinales, ovario, útero, tiroides y carcinoma hepatocelular, de las cuales 28 (82%) 
expresaban wt1 (Oji et al., 1999).  
 
Nakatsuka y col. examinaron 494 casos de cánceres humanos por inmunohistoquímica 
(IHQ) y hallaron positividad a WT1 en tumores de estómago, próstata, cérvix, 
endometrio, ovario, cerebro, esófago, páncreas, próstata, mama, riñón, pulmón y piel, 
entre otros (Nakatsuka et al., 2006). 
 
La  expresión de WT1 y la multi drogo-resistencia han sido asociadas en algunas 
neoplasias hematológicas, sugiriendo que WT1 puede ser considerado como un 
marcador de quimiorresistencia (Hirose, 1999). La relevancia de WT1 en proliferación y 
supervivencia de líneas leucémicas fue evidenciada al usar RNAi dirigidos contra WT1 
y Bcl-2. La reducción de la expresión de wt1 provocó una baja en proliferación celular 
con inducción de apoptosis en células K562 y HL-60, pero interesantemente la 
combinación simultánea de ambos RNAi no logró el efecto del RNAi-wt1 solo, ni sobre 
el crecimiento celular ni en nivel de muerte celular programada (Glienke et al., 2007). 
 
4.14. WT1 en melanoma 
Dentro de la diversidad de tumores sólidos que expresan altos niveles de WT1, 
melanoma no es la excepción. 
 
En 1994, mediante PCR se detectaron transcritos de wt1 en 7 de 9 líneas celulares de 
melanoma, mas no así en 5 líneas de melanocitos normales (Rodeck et al., 1994). 
 
Perry y col. demostraron por IHQ que WT1 es más común en melanomas primarios (51-
83.7%), comparado con nevos (7.4-29.6%), proponiendo la utilidad de la técnica 
empleada como una herramienta a considerar en la distinción de lesiones malignas y no 
malignas (Perry et al., 2006). 
 
Otros investigadores analizaron 7 tumores de melanoma también por IHQ, para lo cual 
utilizaron un anticuerpo policlonal y otro monoclonal, ambos para WT1. Con el primer 
Ac. obtuvieron una inmunopositividad del 57%, en tanto el uso del segundo les permitió 
aumentar la positividad diagnóstica a un 86% (Nakatsuka et al., 2007). 
 
Recientemente Wagner y col. hallaron que más del 80% de las líneas de melanoma 
maligno usadas en su estudio expresaron WT1, pero no encontraron indicios de 
expresión en piel normal ni en nevos melanocíticos benignos (Wagner et al., 2008).   
 
Por todo lo anterior, dentro de los múltiples estudios preclínicos y clínicos que 
involucran Terapia Génica, deber considerarse a WT1 como un atractivo blanco 
terapéutico, cuyo bloqueo es capaz de disminuir la proliferación celular en diversas 
neoplasias, pudiendo combinarse con las modalidades convencionales de tratamiento 
para obtener mejores resultados. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
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5.1. Cultivo celular  y animales 
 
Se utilizó la línea celular de melanoma murino B16F10, la cual fue obtenida de la 
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Las células 
fueron cultivadas y mantenidas en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM-F12) 
(Life Technologies, Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) suplementado con 10% de 
suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, NY, USA) e incubadas  a  37 °C en una 
atmósfera a 95% de O2 y 5% de CO2. 
 
Se emplearon ratones hembra de la cepa C57BL6, de 7 a 8 semanas de edad (Harlan 
México, S.A. de C.V.). Los animales fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum, 
bajo condiciones libres de patógenos. 
Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo protocolos estandarizados, de acuerdo a 
las recomendaciones generales para el manejo y cuidado de animales de laboratorio.  
 
5.2. Construcción de plásmido que codifica para el RNAi dirigido contra WT1. 
 
El plásmido recombinante que se empleó en los tratamientos contiene el siguiente par de 
oligonucleótidos (sentido y antisentido) que codifican para el RNAi dirigido contra wt1 
(El plásmido fue previamente denominado en el Laboratorio como WT1-1):                                                  
WT1-1:  5’-GATCCGGCTGTCCCACTTACAGATGGAAGCTTGCATCTGTAAG 
TGGGACAGCTTTTTTGGAAG -3’, 
               3’-GCCGACAGGGTGAATGTCTACCTTCGAACGTAGACATTCACC 
CTGTCGAAAAAACCTTCGCCGG-5’ 
 
Estas secuencias fueron ligadas en el plásmido pGSH1-GFP para generar el 
plásmido WT1-1. Como control fue utilizado el plásmido pEGFP-N2. 
 
 
5.3. Transformación de bacterias E. coli DH5α calcio competentes 
 
Se transformaron 70µl de bacterias E. coli DH5α competentes con 5µl del producto de 
ligación y se sembraron las bacterias en cajas Petri con agar LB con 50µg/ml de 
kanamicina y se crecieron toda la noche a  37 °C.   
 
Posteriormente se tomaron 3-4 colonias transformadas, se sembraron en medio LB con 
50 µg/ml de kanamicina y se crecieron toda la noche a 37 °C. 
 
5.4. Verificación y extracción a gran escala de los plásmidos pEGFP-N2 y WT1-1 
 
Se realizó una extracción de plásmidos a pequeña escala por el método de lisis alcalina y 
se llevó a cabo la visualización de los mismos en un gel de agarosa al 0.8% 
 
Posteriormente se procedió a obtener suficiente cantidad de ambos para todos los 
tratamientos mediante un Gigaprep, utilizando el kit comercial de QIAGEN para la 
purificación de plásmidos. 
 
Para ello se crecieron bacterias transformadas en 2.5 litros de medio LB a 37 °C toda la 
noche, las cuales se centrifugaron a 6000g por 15min a 4 °C. Mientras tanto, se colocó el 
QIAfilter en una botella de 45mm de grosor y se conectó una bomba de vacío. El 
paquete celular se  resuspendió en 125ml de buffer P1, posteriormente se adicionaron 
125ml de buffer P2 y se mezcló por inversión 4-6 veces y se incubó a temperatura 
ambiente por 5 min. Después se adicionaron 125ml de buffer P3, se mezcló 
inmediatamente por inversión 4-6 veces hasta que se formó un material blanco y el 
lisado tenía apariencia no tan viscosa. No se incubó en hielo, sino directamente se 
colocó el lisado en el QIAfilter y se incubó a temperatura ambiente por 10 min. Se 
encendió la bomba de vacío y se dejó pasar todo el líquido; con la bomba aun conectada, 
se añadieron 50ml de buffer FWB2 y se mezcló con una espátula estéril, se encendió la 
bomba de vacío y se dejó pasar el líquido. Se equilibró la columna QIAGEN-tip 1000 
con 75ml de buffer QBT y se dejó pasar por gravedad. Se aplicó el lisado filtrado en la 
columna y se dejó pasar por gravedad. Se aplicó el lisado filtrado en la columna y se 
dejó pasar por gravedad. Luego se lavó la columna con 600ml de buffer QC y se eluyó 
el ADN con 100ml de buffer QF, para posteriormente precipitarse con 70ml de 
isopropanol (0.7 vol). Enseguida se mezcló y centrifugó a 15,000g por 30min a  4 °C, se 
decantó el sobrenadante y se lavó la pastilla de ADN con 10ml de etanol al 70%. 
Finalmente se dejó secar a temperatura ambiente y el ADN plasmídico se resuspendió en 
buffer TE pH 8.0. 
 
5.5. Preparación de stock de polietilenimina  (PEI) 
 
Los plásmidos pEGFP-N2 y WT1-1 fueron acomplejados para los tratamientos con el 
polímero catiónico ramificado polietilenimina -PEI-  (P.M. 25 kDa). 
 
Primeramente se preparó un ‘stock’ a una concentración final de 4.3mg/ml disueltos en 
H2O miliQ estéril. Para el ensayo de transfección in vitro, la relación de grupos amino de 
la PEI/ fosfatos del DNA plasmídico (radio N/P) calculada fue de 5 y para los ensayos in 
vivo el radio N/P utilizado fue de 10. 
 
5.6. Transfección in vitro y análisis de expresión de los plásmidos pEGFP-N2 y 
WT1-1 células de melanoma B16F10 
 
Se sembraron en una placa de 6 pozos un total de 150,000 células/ 3ml de medio por 
pozo  y se incubaron en condiciones estándar hasta alcanzar un 70-80% de confluencia. 
 
Posteriormente se diluyeron 4µg de los plásmidos pEGFP-N2 y WT1-1 y 0.4 µl 
de PEI, ambos en 100µl de NaCl 150mM. Se adicionó la dilución de la PEI a la del 
ADN y se incubó la mezcla 15 min. a temperatura ambiente. Finalmente se colocaron 
200µl de los complejos por pozo y se incubó la placa durante 48 horas. Transcurrido ese 
tiempo se analizó la eficiencia de transfección de los plásmidos bajo el microscopio de 
fluorescencia y se tomaron fotografías de las células bajo luz visible y ultravioleta.  
 
5.7. Extracción y cuantificación de proteínas 
 
Se recolectaron las células transfectadas con los RNAi. Enseguida fueron colocadas en 
tubos eppendorf y lavadas con PBS 1X. El paquete celular fue resuspendido en buffer de 
lisis (Tritón 1%, NaCl 150 mM, Tris 25 mM pH 7.6) e incubado en hielo por 30 min. 
Transcurrido ese tiempo se centrifugó por 5 min. a 10,000rpm y el sobrenadante 
conteniendo las proteínas fue transferido a un nuevo tubo y almacenado a -70 ºC hasta 
su cuantificación. 
 
Para la cuantificación, se utilizó el kit comercial Bio-Rad DC Protein Assay y se usaron 
estándares de concentraciones conocidas de albúmina bovina de 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 
1.0, 1.5 y 2.0 mg/ml, que sirvieron para realizar la curva de calibración. 
 
Las muestras de proteínas fueron diluidas en agua a una relación 1:5. En tanto se preparó 
una mezcla de los reactivos A y S (19 partes del primero + 1 parte del segundo). 
 
Cinco µl de cada dilución y de los estándares se colocaron en una placa de 96, luego se 
adicionaron 20 µL de la mezcla A+S a cada pocillo a cuantificar y enseguida se 
añadieron 175 µL de reactivo B por pozo. 
 
Se incubó la placa por 10 minutos a temperatura ambiente y se leyó la densidad óptica a 
595 nm en un lector de placas de ELISA. 
 
5.8. Western Blot 
 
5.8.1. Preparación de las muestras 
 
Cincuenta microgramos de proteínas totales fueron desnaturalizados en buffer de carga 
6X (β-mercaptoetanol, SDS, Glicerol, Azul de bromofenol), para lo cual fueron hervidas 
durante 5min. 
 
5.8.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
 
Se preparó un gel de poliacrilamida al 12%, se colocó en la cámara de electroforesis con 
buffer de corrida (Tris Base 25 mM, Glicina 250 mM pH 8.3, SDS 1%) y se cargaron las 
muestras en los carriles, incluido el marcador de peso molecular. Inicialmente se corrió 
por 20min. a 46V y posteriormente se aumentó a 100V, por espacio de 1 hora con 40 
min. 
 
5.8.3. Transferencia a membrana de nitrocelulosa 
 
Para este paso, fue preparado el mismo día el buffer de transferencia (100ml solución 
stock Tris Base + Glicina, 200ml de metanol y 700ml de H2O). 
 
Una vez concluida la electroforesis, se sacó el gel con mucho cuidado y se formó un 
“sandwich”, para lo cual se colocaron de cátodo a ánodo: esponjas, papel filtro, gel de 
poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa, papel filtro y esponjas. 
 
Se corrió en la cámara húmeda con buffer de transferencia por 2 horas a 26 volts. 
 
5.8.4. Inmunodetección 
 
Previamente fue preparada una solución stock de TBS 10X pH 7.6 (Para un litro: 31.5g 
Tris-HCl + 80g NaCl y ajustar al pH indicado). 
 
Terminada la transferencia se colocó cuidadosamente la membrana de nitrocelulosa en 
una solución TBS-tween 1% + 5% leche por 1 hora (bloqueo).  
 
Luego se retiró la solución anterior y se colocó el primer anticuerpo (WT1 monoclonal 
diluido 1:200 en TBS-tween + leche 2.5%) por 3 horas. 
 
Concluido el tiempo del anticuerpo primario, éste se retiró y se lavó la membrana con 
TBS-Tween 1% por 10 minutos en 3 ocasiones y enseguida se añadió el anticuerpo 
secundario (conjugado) anti-ratón diluido a 1:5000 también en TBS-Twwen + leche al 
2.5% y se incubó por 2 horas. 
 
Se retiró el Ac. secundario y de nuevo se hicieron tres lavados a la membrana, igual 
como se indicó en el párrafo anterior. 
 
Enseguida se agregó a la membrana el sustrato de quimioluminiscencia (luminol A y B) 
en partes iguales por 5 minutos, se eliminó el exceso de luminol y se fijó en un cassette  
para ser expuesto a un film y revelado en el cuarto oscuro. 
 
Finalmente, para la normalización de las muestras se empleó un anticuerpo monoclonal 
para β-actina (diluido 1:500 en TBS-tween + leche 2.5%) y se incubó por 2.5 horas; el 
anticuerpo secundario fue anti-ratón diluido a 1:5000 en TBS-Tween + leche al 2.5% y 
se incubó por 2 horas. 
 
La inmunodetección para β-actina se realizó de igual manera con quimioluminiscencia, 
como se describió anteriormente. 
 
5.9. Establecimiento del modelo de melanoma  
 
Para el establecimiento del modelo murino de melanoma se utilizó la línea celular 
B16F10, de la cual se utilizaron células de los pases 3-12 y se utilizó la vía de 
inoculación subcutánea de 5x105 células resuspendidas en 150 µl de medio de cultivo sin 
suero. La inoculación subcutánea se realizó en el flanco posterior izquierdo de los 
animales. 
 
Se formaron 7 grupos experimentales con 5 ratones cada uno; el día 3 post inoculación y 
cada tercer día se administraron las diferentes dosis de tratamiento por vía 
intraperitoneal. En total se aplicaron 8 tratamientos. Grupos: 1) Control negativo (C-), 2) 
50µg pEGFP-N2, 3)50µg WT1-1, 4) Doxorrubicina 5mg/kg, 5) Cisplatino 5mg/kg, 6) 
50µg WT1-1+ Doxorrubicina 5mg/kg, y 7) 50µg WT1-1+ Cisplatino 5mg/kg. El 
esquema de aplicación de tratamientos, desde el día de la inducción del tumor hasta la 
necropsia, se muestra a continuación: 
 
Figura 3. Esquema de administración de tratamientos con pEGFP-N2, WT1-1 cisplatino y doxorrubicina. 
Todos los tratamientos fueron administrados por vía intraperitoneal a partir del tercer día de la inducción 
del tumor y cada tercer día hasta completar un total de 8. Dosis empleadas: pEGFP-N2 y WT1-1= 50µg; 
Cisplatino y Doxorrubicina= 5 mg/kg. 
 
5.10. Preparación de complejos plásmido-PEI para los tratamientos in vivo 
 
Para preparar los complejos de transfección in vivo se diluyeron 50µg de cada plásmido 
en 250µl de glucosa al 5%, para cada ratón y se dio vortex. Paralelamente, se diluyeron 
10µl de PEI 150nM para cada plásmido en glucosa al 5% y se dio vortex. 
Posteriormente se adicionó la PEI diluida al plásmido diluido, se dio vortex y se incubó 
por 15min. a temperatura ambiente. Finalmente los ratones fueron tratados con una 
inyección intraperitoneal. 
 
5.11. Tratamiento con Cisplatino y Doxorrubicina 
 
Las concentraciones de las drogas (stock) con las que se trabajó son: Cisplatino (1 
mg/ml) y Doxorrubicina (2mg/ml). Ambas drogas se administraron por vía 
intraperitoneal a una dosis de 5mg/kg. 
 
5.12. Combinación de WT1-1, Cisplatino y Doxorrubicina 
Las cantidades determinadas de plásmido y droga fueron aplicadas simultáneamente 
para los tratamientos. Se realizó la combinación del  plásmido con ambas drogas, en las 
mismas dosis administradas en los tratamientos individuales. 
 
5.13. Medición del peso de ratones 
 
Durante el estudio se monitoreó cada tercer día el peso de los ratones de todos los 
grupos. También se llevó registro del estado físico general y conducta de los animales. 
Cuando se registró algún deceso, se removió el tumor y se anotaron las medidas y peso 
del mismo, así como el número de días que vivió.  
 
5.14. Obtención de masa e índice tumoral  
El día 27 posterior al inicio del experimento, se realizó el sacrificio de los ratones por 
dislocación cervical, al momento de la necropsia los tumores fueron removidos y 
pesados individualmente. Para el cálculo del índice tumoral se tomaron las medidas del 
largo y del ancho de los tumores, con ayuda de un vernier digital para obtener el 
volumen que refleja el índice tumoral.  
 
5.15. Análisis estadístico 
Los datos de masa e índice tumoral fueron graficados y analizados con ayuda del 
programa SPSS Statistics Versión17.0 mediante una prueba de ANOVA (p=0.05), para 
ver si existía diferencia significativa entre los grupos de experimentación. 
 
 
 
 
 
 
6. RESULTADOS 
6.1. Verificación de los plásmidos pEGFP-N2  y WT1-1 
Las secuencias para silenciar al gen WT1 fueron alineadas y ligadas al plásmido 
pGSH1-GFP, para generar el vector recombinante denominado WT1-1, en tanto el 
plásmido pEGFP-N2 fue usado como control en los experimentos. Posteriormente se 
realizó la transformación de bacterias competentes con las dos construcciones y se 
realizó una extracción rápida de plásmidos a pequeña escala para verificar la  
transformación, para ello se analizaron los plásmidos en un gel de agarosa al 0.8%, el 
cual fue teñido con Bromuro de etidio (Fig. 4). 
 
 
Figura 4. Visualización de los plásmidos 1) pEFGP-N2  y 2) WT1-1 en gel de agarosa al 0.8% teñido con 
Bromuro de etidio. 
 
6.2. Análisis de expresión y funcionalidad de los plásmidos pEGFP-N2 y WT1-1 en  
células B16F10 
 
El análisis de la expresión de los plásmidos se realizó por transfección de los mismos en 
la línea celular B16F10 y se visualizó la expresión de la proteína reportera GFP bajo 
microscopía de fluorescencia. La transfección con el plásmido pEGFP-N2 no mostró 
efecto sobre morfología ni sobre viabilidad celular, en tanto las células transfectadas con 
WT1-1 mostraron alteraciones morfológicas y muerte celular, además el efecto 
observado se atribuyó a la disminución de la expresión de la proteína de WT1 (Fig. 5). 
 
                        
Figura 5. Efecto producido sobre células B16F10 por A) pEGFP-N2 (4µg) y B) WT1-1 (4µg) con 
expresión de la proteína reportera GFP. Las fotografías fueron obtenidas a las 48 horas de incubación de 
un microscopio de fluorescencia, bajo luz visible (izquierda) y ultravioleta (derecha). C) Análisis de la 
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expresión de la proteína WT1 mediante Western blot, en células tratadas con ambos plásmidos. Como 
control endógeno se utilizó β-actina. 
 
Una vez corroborada la efectividad del plásmido WT1-1 para silenciar al gen WT1, se 
realizaron extracciones de plásmidos a gran escala, con el propósito de obtener 
cantidades suficientes para todos los experimentos in vivo. 
 
6.3. Inducción del tumor con células B16F10 inoculadas vía subcutánea  
 
Para probar el efecto del plásmido WT1-1 y las drogas doxorrubicina y cisplatino, así 
como sus combinaciones, el primer paso fue el establecimiento de la patología de 
melanoma, en ratones hembra  de la cepa C57BL6. Para ese fin, se inocularon en la pata 
posterior derecha de los animales 5X105 células B16F10 por vía subcutánea.  
La masa tumoral fue aparente al día 9, tiempo en el cual se realizó el sacrificio del ratón, 
siendo evidente la implantación del tumor (Figura 6).  
 
Figura 6. Establecimiento de tumor subcutáneo en hembra C57BL6.  La fotografía fue tomada 9 días post 
inoculación de 5X105 células B16F10 en la pata posterior derecha del ratón. 
 
6.4. Monitoreo del peso de los ratones durante el experimento 
 
A partir del día de la inoculación de las células B16F10 (día 0), se llevó a cabo el 
registro del peso de los 5 ratones de cada grupo, el cual fue monitoreado cada tercer día 
durante todo el experimento.  
 
 
En la mayor parte de los grupos, el peso de los ratones no mostró cambios significativos, 
sin embargo destacan el grupo tratado con doxorrubicina, así como la combinación 
WT1-1+doxorrubicina. En el primero ocurrió una disminución de peso de casi 7g a los 
18 días del inicio de los tratamientos (día 3), pasando de un promedio de 27g a menos de 
20 g, registrándose un ligero aumento hasta alcanzar un poco más de 20g al día 27.  
Respecto al grupo tratado con la combinación WT1-1+doxorrubicina, se observó una 
caída del peso de casi 5g al día 12, pasando de un promedio de 27g a 22g, con una 
rápida recuperación de peso en los 3 días siguientes, alcanzando los 25g, para después 
caer nuevamente hasta alrededor de 17g para el día 21, lo cual se mantuvo hasta el día 
del sacrificio (Figura 7). 
 
 
Figura 7. Cinética del peso promedio de los grupos de ratones C57BL6, desde el día de la inoculación de 
las células B16F10 (día 0) y cada tercer día hasta el momento de la necropsia de los mismos (día 27).  
 
Cabe destacar que desde el tratamiento número 2, a pesar de que el tumor aun no era 
evidente, los ratones del grupo control mostraron un comportamiento aletargado, en 
comparación con el resto de los grupos que se mostraban activos. Para el tercer 
tratamiento (día 9) la masa tumoral fue visible  en ratones de los grupos C- y pEGFP-
N2, además se observaron signos de alopecia moderada en 3 de los 5 ratones del grupo 
C-. 
 
El día 15, la masa tumoral fue evidente en los grupos WT1-1, Cisplatino y WT1-
1+Cisplatino y el día 24 en Doxorrubicina, mientras los tumores de WT1-
1+Doxorrubicina no fueron evidentes hasta la necropsia. Pese a no presentar tumor 
visible en la mayor parte del estudio, los ratones tratados únicamente con doxorrubicina 
mostraron fatiga y abundante secreción ocular desde el día 18, hasta la conclusión del 
experimento (similar a lo observado para la combinación WT1-1+Doxorrubicina). 
 
El día 21 murió un ratón del grupo C- que presentaba alopecia severa y masa tumoral de 
4.3g; el día 24 murió uno del grupo WT1-1+Doxorrubicina, que no desarrolló tumor, 
pero tenía un peso muy bajo (<15g).  
 
El día del sacrificio de los ratones (día 27), 2 de los 4 ratones  del grupo C- presentaban 
alopecia, exhibían dificultades motoras por el tamaño de la masa tumoral y lucían 
moribundos, en tanto los ratones tratados con el plásmido pEGFP-N2 se veían más 
activos y no presentaron caída de pelo. Los grupos Cisplatino, WT1-1 y WT1-
1+Cisplatino tampoco mostraron alopecia, fatiga o algún otro síntoma que evidenciara 
disminución en su calidad de vida (Figura 8). 
 
Cabe mencionar que uno de los ratones del grupo control y otro del grupo tratado con el 
plásmido pEGFP-N2 presentaron metástasis a pulmones, mientras en el resto de los 
grupos no fue observado este proceso. No se encontraron indicios de metástasis a 
riñones, bazo, hígado o hueso en ninguno de los grupos experimentales. 
Todos los ratones tratados con los plásmidos presentaron una marcada esplenomegalia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estado físico de ratones C57BL6  en cuatro grupos experimentales                                                        
el día 27, a 3 días de la administración del octavo tratamiento. 
 
6.5. Medición de masa tumoral en ratones tratados y no tratados 
Al momento de la necropsia de los ratones, los tumores fueron removidos y pesados 
individualmente (Figura 9). El peso promedio de la masa tumoral en los ratones que 
recibieron tratamiento individual fue: WT1-1= 2.7g; Cisplatino= 2.3g y Doxorrubicina= 
0.2g. Estos valores fueron significativamente (p=0.05) menores en comparación con el 
grupo control (5.3g) y el tratado con el plásmido pEGFP-N2 (5.0g). En lo que respecta a 
las combinaciones, el peso promedio de los tumores fue: WT1-1+Cisplatino= 1.1g y 
WT1+Doxorrubicina= <0.1g. Este resultado indica la existencia de un efecto aditivo en 
la primera combinación, mientras que en el caso de la combinación WT1-
1+Doxorrubicina no es posible mencionar la existencia de un sinergismo, puesto que los 
tumores de ratones del grupo tratado únicamente con Doxorrubicina no mostraron 
diferencia significativa con los tratados con la combinación con WT1-1 (Figura 10).  
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Figura 9. Necropsia de ratones C57BL6. A) Fotografías de ratones representativos de todos los grupos 
experimentales. B) Tumores extraídos de ratones en A.     
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Figura 10. Peso de los tumores de los grupos control y tratados con único agente o en combinación, a los 
27 días del inicio de los experimentos. 
 
6.6. Obtención del índice tumoral en ratones tratados y no tratados 
 
El índice tumoral representa la carga tumoral, este se obtuvo en base al volumen del 
tumor, mediante la siguiente fórmula: Volumen= (ancho del tumor)2 X largo del 
tumor/2. El volumen promedio de la masa tumoral en los ratones que recibieron 
tratamiento individual fue: WT1-1= 3290mm3; Cisplatino= 2297mm3 y Doxorrubicina= 
96mm3. Estos valores fueron significativamente (p=0.05) menores en comparación con 
el grupo control (6118mm3) y el tratado con el plásmido pEGFP-N2 (5574mm3). Para 
las combinaciones, el volumen promedio de los tumores fue: WT1-1+Cisplatino= 
492mm3 y WT1+Doxorrubicina= 2mm3 (Figura 11). 
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Figura 11. Índice tumoral (expresado como volumen en mm3) obtenido para los grupos control y tratados 
con único agente o en combinación, a los 27 días del inicio de los experimentos. 
 
El índice tumoral calculado se correlaciona con el peso promedio de la masa tumoral 
para todos los grupos de experimentación y en su conjunto demuestran la capacidad de 
WT1-1 para disminuir masa tumoral, asimismo sugieren la existencia de un efecto de 
adición de la administración simultánea de WT1-1 y cisplatino en este modelo. 
 
 
 
 
 
 
7. DISCUSIÓN 
El melanoma maligno representa una de las neoplasias más agresivas, cuya incidencia ha 
crecido alarmantemente en el mundo en los últimos años. En México existen reportes 
que estiman un aumento de alrededor del 500% en los últimos 25 años, lo cual 
constituye un grave problema, considerando que se trata de un tumor intrínsecamente 
radio y quimiorresistente. A pesar de la intensa investigación y numerosos ensayos en 
fases preclínica y clínica acerca de opciones de tratamiento que incrementen la 
sobrevivencia de pacientes con melanoma, a la fecha no existe una terapia efectiva 
contra formas diseminadas de esta neoplasia, lo cual obliga a diseñar y poner en  
práctica nuevas y eficaces estrategias de tratamiento.  
 
En ese sentido la terapia génica representa una opción prometedora contra el cáncer, 
siendo el RNA de interferencia (RNAi) la herramienta molecular más potente, que 
permite el bloqueo específico de la expresión de genes involucrados en tumorigénesis. 
Varios estudios in vitro e in vivo han utilizado RNAi para silenciar genes asociados a 
procesos tales como proliferación, invasividad y metástasis de melanoma (Sumimoto et 
al., 2004; Chen et al., 2006; Hong et al., 2006; Katagiri et al., 2006; Qian et al., 2007; 
Nakai et al., 2007), con resultados alentadores.  
 
Desde hace años se propuso al gen del tumor de Wilm’s (WT1) como blanco de terapia; 
WT1 es un factor de transcripción involucrado en diferenciación, proliferación celular y 
apoptosis, que inicialmente fue identificado como supresor de tumor, pero desde hace 
algunos años se sabe que su sobreexpresión está implicada en numerosas neoplasias, 
desde malignancias hematológicas hasta tumores sólidos de mama, ovario, estómago, 
útero, colon, pulmón, etc. (Koesters et al., 2004; Loeb et al., 2001; Perry et al., 2006) 
dándole un rol oncogénico.  
 
En estudio previo en nuestro laboratorio se demostró que el bloqueo de la expresión de 
WT1 mediante 2 secuencias de RNAi (denominadas WT1-1 y WT1-2) induce muerte de 
células B16F10 por el mecanismo de apoptosis, con evidencia de activación de Caspasa-
3 y PARP, formación de cuerpos apoptóticos, condensación de cromatina y 
fragmentación de DNA (Zamora et al., 2007). 
 
Más recientemente realizamos un estudio para investigar la capacidad de ambos RNAi 
para dar un posible efecto sinérgico y/o sensibilizante al efecto de las drogas cisplatino y  
doxorrubicina in vitro, los resultados indicaron un efecto aditivo de WT1-1 y WT1-2 al 
incrementar la muerte de células tratadas con las combinaciones, siendo mayor el efecto 
en los ratones tratados con WT1-2+Cisplatino. Además se observó que al tratar a las 
células con WT1-2 se requirieron menores dosis de droga para alcanzar el mismo efecto 
que se lograría con altas dosis de quimioterapia, sugiriendo la existencia de un efecto 
sensibilizante de potencial aplicación clínica, en la cual se lograría reducir la toxicidad 
asociada al empleo de drogas, sin comprometer la efectividad antitumoral de la terapia 
(Zapata et al., 2012). 
 
El propósito de este trabajo fue evaluar el efecto del RNAi WT1-1 (que previamente 
mostró mejor efecto que WT1-2 in vivo CUAL ¿¿ ) contra WT1 y su combinación con 
cisplatino y doxorrubicina, en un modelo murino de melanoma. Como primer paso se 
obtuvieron los plásmidos pEGFP-N2 (control de transfección) y WT1-1 en cantidades 
suficientes para la realización de los experimentos. El análisis de la efectividad de las 
construcciones in vitro mostró una buena eficiencia de transfección en ambos casos, con 
disminución de la proteína de WT1 en células B16F10 tratadas con WT1-1 y 
disminución de la viabilidad celular, en tanto el plásmido pEGFP-N2 no produjo 
alteraciones morfológicas ni muerte de las células, tal y como había sido reportado por 
nuestro grupo de trabajo  (Zamora et al., 2007).  
 
Para probar el efecto del plásmido WT1-1 y las drogas doxorrubicina y cisplatino, así 
como sus combinaciones, se estableció la patología de melanoma subcutáneo, en la cepa 
de ratones C57BL6. La masa tumoral fue aparente al día 9, tiempo en el cual se realizó 
la necropsia del ratón, observando la implantación del tumor. Con este resultado se 
corroboró la funcionalidad del modelo de melanoma. 
 
 La quimioterapia representa la alternativa terapéutica de mayor uso en la actualidad. 
Desafortunadamente su efectividad no se limita  a la erradicación de células tumorales y 
muy a menudo se asocia con el deterioro en la calidad de vida de los pacientes. Algunos 
de los efectos colaterales reportados para la quimioterapia son: pérdida de peso, 
alopecia, náuseas, vómitos, alteraciones dermatológicas, desequilibrios hematológicos, 
entre otros. 
Por lo anterior, en este trabajo se llevó a cabo el monitoreo del peso de los ratones 
durante el experimento. Al respecto no se observaron cambios significativos en el peso 
en la mayor parte de los grupos, a excepción del grupo tratado con doxorrubicina, así 
como la combinación WT1-1+doxorrubicina. En el primero ocurrió una disminución de 
peso de casi 7g a los 18 días del inicio de los tratamientos, registrándose al día 27 una 
pérdida de peso de alrededor del 26%, con respecto al peso inicial; en el grupo tratado 
con la combinación WT1-1+doxorrubicina, se observó una caída del peso de casi 5g al 
día 12, pasando de un promedio de 27g a 22g, con una rápida recuperación de peso en 
los 3 días siguientes, alcanzando los 25g, para después caer nuevamente hasta alrededor 
de 17g para el día 21, lo cual representa una disminución del 37% en comparación al 
peso inicial. El resultado anterior sugiere que la dosis de doxorrubicina empleada en los 
tratamientos fue la responsable de la pérdida de peso observada. 
 
Cabe destacar que desde el tratamiento número 2 (día 6), a pesar de que el tumor aun no 
era evidente, los ratones del grupo control (SIN TRATAMIENTO) mostraron un 
comportamiento aletargado, en comparación con el resto de los grupos que se mostraban 
activos, además para el día 9 se observaron signos de alopecia moderada en 3 de los 5 
ratones del grupo C-. 
 
Otro aspecto importante es el retraso en la aparición de masa tumoral observada en los 
grupos de ratones tratados. Mientras el día 9 apareció el tumor en los ratones del grupo 
C-, fue evidente hasta el día 15 en los grupos WT1-1, Cisplatino y WT1-1+Cisplatino y 
hasta el día 24 en el grupo de Doxorrubicina, mientras los tumores de WT1-
1+Doxorrubicina no fueron evidentes hasta la necropsia. Destaca que pese a no presentar 
tumor visible en la mayor parte del estudio, los ratones tratados únicamente con 
doxorrubicina mostraron fatiga y abundante secreción ocular desde el día 18, hasta la 
conclusión del experimento (similar a lo observado para la combinación WT1-
1+Doxorrubicina). El potente efecto antitumoral en los grupos tratados con 
doxorrubicina corrobora que la dosis de droga empleada fue elevada para los ratones, 
sugiriendo que la pérdida de peso y otros efectos adversos observados puede deberse a la 
alta dosis de quimioterapia empleada. 
  
En lo que respecta a sobrevivencia de los ratones durante el experimento, el día 21 
murió un ratón del grupo C- que presentaba alopecia severa y masa tumoral de 4.3g, el 
resto de los ratones de ese grupo lucían moribundos el día 27 y además 2 de los 4 
restantes presentaban alopecia severa y todos exhibían dificultades motoras por el 
tamaño de la masa tumoral; el día 24 murió uno del grupo WT1-1+Doxorrubicina, que 
no desarrolló tumor, pero tenía un peso muy bajo (<15g), atribuible al tratamiento con 
doxorrubicina. 
 
Interesantemente los ratones tratados con el plásmido pEGFP-N2 (que presentaban 
tamaño de tumor similar al grupo C-) se veían más activos y no presentaron caída de 
pelo. Los grupos Cisplatino, WT1-1 y WT1-1+Cisplatino tampoco mostraron alopecia, 
fatiga o algún otro síntoma que evidenciara disminución en su calidad de vida. 
 
Cabe mencionar que uno de los ratones del grupo control y otro del grupo tratado con el 
plásmido pEGFP-N2 presentaron metástasis a pulmones, mientras en el resto de los 
grupos no fue observado este proceso. No se encontraron indicios de metástasis a 
riñones, bazo, hígado o hueso en ninguno de los grupos experimentales, siendo un dato a 
destacar la presencia de una marcada esplenomegalia en todos los ratones tratados con 
los plásmidos pEGFP-N2 y WT1-1. 
 
 
Respecto al peso promedio de la masa tumoral en los ratones que recibieron tratamiento 
individual, se obtuvo una reducción significativa (p=0.05) en los grupos tratados con 
WT1-1, cisplatino o doxorrubicina, en comparación con el grupo C- y el tratado con el 
plásmido pEGFP-N2. En lo que respecta a las combinaciones, el peso promedio de los 
tumores fue: WT1-1+Cisplatino= 1.1g y WT1+Doxorrubicina= <0.1g. Este resultado 
indica la existencia de un efecto aditivo en la primera combinación, mientras que en el 
caso de la combinación WT1-1+Doxorrubicina no es posible mencionar la existencia de 
un sinergismo, puesto que los tumores de ratones del grupo tratado únicamente con 
Doxorrubicina no mostraron diferencia significativa con los tratados con la combinación 
con WT1-1 ; Nuestros resultados concuerdan con otros que han demostrado in vitro e in 
vivo que el bloqueo en la expresión de oncogenes es capaz de trabajar sinérgicamente 
con diversos agentes antitumorales, mejorando el efecto final. Se ha comprobado en 
melanoma, donde un régimen basado en la supresión en la expresión de c-myc y bcl-2 
con oligos antisentido combinado con cisplatino en un modelo xenógrafo resultó 
efectivo sobre dos de tres líneas celulares, con aumento en la apoptosis, efecto 
antiangiogénico y aumento significativo en la vida media de los ratones tratados (Zupi et 
al., 2005) y en leucemia, donde el bloqueo en la expresión  de la isoforma WT1/17aa+ 
usando RNAi, se asoció a una baja en los niveles de MDR1 y glicoproteína-P, 
potenciando de esta manera la citotoxicidad de doxorrubicina, con lo que se propone a 
dicha isoforma de  WT1 como moduladora de la resistencia a multi-drogas (Shen et al., 
2007). 
 
Asimismo EN trabajos previos ha sido propuesto que el silenciamiento de la expresión 
de wt1 sensibiliza a células tumorales a agentes quimioterapéuticos. Por ejemplo: Naoya 
y col. (2008) demostraron que  un shRNA dirigido contra el exón 5 de wt1 potencía la 
apoptosis inducida por doxorrubicina y etopósido en líneas celulares de tumores sólidos 
de pulmón (LU99B), ovario (TYKnuCPr), fibrosarcoma (HT-1080), glioblastoma 
(A172) y gástrico (AZ-521), proponiendo que las isoformas 17 aa+ (tanto KTS+ como -) 
previene el daño mitocondrial inducido por etopósido, inhibiendo así la apoptosis, 
observando además que el bloqueo del exón 5 incrementa la expresión de las proteínas 
proapoptóticas Bak y Bax y baja los niveles de las proteínas antiapoptóticas Bcl-Xl y 
Bcl-2, esto en las células HT-1080 (Naoya et al., 2008). 
 
Finalmente el índice tumoral reflejó que el volumen promedio de la masa tumoral en los 
ratones que recibieron tratamiento individual fue significativamente (p=0.05) menor en 
comparación con el grupo control y el tratado con el plásmido pEGFP-N2, mientras para 
las combinaciones, el volumen promedio de los tumores fue aun menor. 
 
El índice tumoral calculado se correlaciona con el peso promedio de la masa tumoral 
para todos los grupos de experimentación y en su conjunto demuestran la capacidad de 
WT1-1 para disminuir masa tumoral, asimismo sugieren la existencia de un efecto de 
adición de la administración simultánea de WT1-1 y cisplatino en este modelo. 
 
8. CONCLUSIONES 
 
1. Se estableció la patología de melanoma subcutáneo, siendo evidente el tumor al 
día 9 post inoculación de las células B16F10. 
2. El peso promedio de ratones tratados con Doxorrubicina y WT1-
1+Doxorrubicina disminuyó significativamente durante el experimento (26 y 
37%, respectivamente). 
3. El tratamiento con Doxorrubicina, Cisplatino y WT1-1 disminuyó masa tumoral 
significativamente,  en comparación con los grupos C- y pEGFP-N2. 
4. Los ratones tratados con Doxorrubicina, Cisplatino y WT1-1 tuvieron menor 
índice tumoral,  en comparación con los grupos C- y pEGFP-N2. 
5. La combinación WT1-1+Cisplatino mostró un efecto aditivo sobre masa e índice 
tumoral. 
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